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桑寄生总黄酮对大鼠佐剂关节炎模型的影响
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（河南中医药大学，郑州，４５００４６）

摘要　目的：观察桑寄生总黄酮（ＴＦＨＴ）对佐剂性关节炎大鼠的药理作用。方法：雄性ＳＤ大鼠，测量１次／７ｄ足趾肿胀度
及进行１次关节评分。第２２天给药后将大鼠处死，取左后足踝关节（除正常给药组大鼠外）做病理切片观察；酶联免疫吸
附测定法测定血清中ＴＮＦα、ＩＬ１０、ＩＬ６的含量。结果：ＴＦＨＴ高、中剂量组能够明显改善佐剂性关节炎组大鼠足趾肿胀程
度及大鼠全身症状；降低免疫器官系数；降低血清中ＩＬ６、ＴＮＦα的含量，升高ＩＬ１０的含量；病理切片显示踝关节软骨破
坏明显减轻，渗出物及血管翳生成减少或无；提示桑寄生总黄酮具有显著的祛风湿和逆转骨关节破坏的作用。结论：桑寄

生总黄酮具有明显的祛风湿作用，其作用机制与降低血清中ＩＬ６、ＴＮＦα的含量，升高ＩＬ１０的含量有关。
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　　风湿性关节炎（ＲｈｅｕｍａｔｉｃＡｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种
病因不可解释的系统性自身免疫疾病，其特征在于

进行性的骨破坏和滑膜炎［１］，对称小关节肿胀和疼

痛为其最具典型的临床表现［２］。迄今为止，全球约

有１６亿 ＲＡ患者，患病率为０５％～１０％，好发于
６５岁以上的女性［３］。患者多以关节疼痛为主诉，如

未经及时的治疗，将会进行性的发展成全身性关节

损伤，极大的影响生命质量［４］。ＲＡ在中医学中被归
属于“痹症”范畴，痹症的发病根源于本虚或营卫失

和，患者正气不足，风、寒、湿、热邪相合成痹，机体受

外邪侵袭，经络阻塞，气血不调，不通则痛，治当固本

祛邪，通络止痛，用善于祛风湿、止痛的中草药治疗

ＲＡ具有一定的优势。
本实验室前期开展了桑寄生功效物质及归经研

究，发现了桑寄生水煎液对佐剂性关节炎模型大鼠

有显著的治疗作用，其中蓄苷和槲皮苷为桑寄生

祛风湿的重要药效物质［５］。鉴于蓄苷和槲皮苷属

于黄酮类成分，故本实验以桑寄生的总黄酮部位为

对象，遵循中医药基础理论及辨证施治的原则，在类

似人ＲＡ的佐剂性关节炎模型上对其祛风湿药效进
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行观察和研究。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　ＳＰＦ级 ＳＤ大鼠，雄性，１８０～２００ｇ／
只，购于山东朋悦实验动物繁育有限公司，许可证

号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１４０００７。将大鼠随机标记，分放于
笼中，５只／笼。动物实验室内温度调控在 ２２～２５
℃之间，相对湿度调控在４０％～５０％之间，自由食水
饲养，１周后进行试验。
１１２　药物　桑寄生总黄酮，自制，纯度度范围在
５６７３％～６２３８％之间。桑寄生总黄酮（ＴＦＨＴ）溶
液的制备称取一定质量的桑寄生总黄酮，加０５％
ＣＭＣＮａ溶液超声溶解，配制成所需浓度的溶液。
雷公藤多苷混悬液的制备取一定质量的雷公藤多苷

片（１０ｍｇ／片），研碎，加０５％ＣＭＣＮａ溶液超声溶
解，配制成质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的混悬液。
１１３　试剂与仪器　Ｅｌｉｓａ试剂盒 ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ
α（生产批号：Ｅ２０１６０９０１Ａ，艾莱萨生物科技（上海）
有限公司）。弗氏完全佐剂（型号：ＳＬＢＫ７８１７Ｖ，美国
ＳＩＧＭＡ公司）；无菌生理盐水、甲醛、羧甲基纤维素
钠均为国产分析纯。酶标仪（ＢｉｏＴｅｋＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，
Ｉｎｃ）；低速离心机（型号：ＤＬ５Ｂ，上海安亭科学仪器
厂）；多级闪蒸器（型号：ＪＭＦ３２０Ｇ，河南金鼎科技发
展有限公司）；独立送风隔离笼具系统（型号：ＩＶＣ
Ⅱ，苏州冯氏动物笼具厂）；电热套（容量：５０Ｌ，上海
树立仪器仪表有限公司）；足趾容积测量仪（型号：

ＹＬＳ７Ｃ，济南益延科技发展有限公司）。
１２　方法
１２１　分组与模型制备　ＳＤ大鼠不限食水，自由
饮食一周后进行试验，从４℃冰箱里取出弗氏完全
佐剂，充分震荡、摇匀５ｍｉｎ。模型组、阳性组、桑寄
生总黄酮各剂量组用７５％医用乙醇消毒后，于大鼠
左后足注射０１ｍＬ弗氏佐剂１次，注射以局部产生
白泡为佳，正常组于同样位置注射 ０１ｍＬ生理盐
水。

１２２　给药方法　于造模第９天开始给药。桑寄
生总黄酮高、中、低剂量组灌胃给予桑寄生总黄酮溶

液（高剂量：３６０ｍｇ／ｋｇ，中剂量：１８０ｍｇ／ｋｇ，低剂量：
９０ｍｇ／ｋｇ），阳性组给予雷公藤多苷片混悬液（１０
ｍｇ／ｋｇ），正常给药组给予桑寄生总黄酮溶液（３６０
ｍｇ／ｋｇ），正常组、模型组给予 ０５％ＣＭＣＮａ溶液。
给药体积为１０ｍＬ／１００ｇ，每天早晨１次，连续给药
２２ｄ。
１２３　检测指标与方法　大鼠足趾肿胀度的测量

及关节炎指数的计算在每只大鼠的踝关节处同一位

置做一标记，使用足趾容积测量仪分别于致炎前及

灌胃７ｄ、１４ｄ、２１ｄ后测定继发侧足趾容积１次（共
４次），计算足趾肿胀度，其值用来衡量足肿胀的程
度。从致炎后８ｄ开始，每７天进行１次观察评分。
按五级法来给非致炎侧三只肢体关节肿胀进行评

分。０级：全身足爪无明显红肿；１级：趾关节稍肿；２
级：小趾及足趾关节红肿；３级：足踝以下的足爪红
肿；４级：全足爪红肿。１级算１分，累计算分，１２分
为最高分。采用此方法来记录并评估继发性关节炎

病的产生及关节障碍程度。

大鼠免疫器官指数的计算连续给药２２ｄ后称
取大鼠重量，给予１０％的水合氯醛进行麻醉后，腹
主动脉取血后迅速取出脾脏和胸腺，用生理盐水洗

净脏器表面血污及结缔组织，用吸水纸吸干水分并

称重。免疫器官指数＝免疫器官重量（ｍｇ）／大鼠体
重（ｇ）。

关节病理学观察经腹主动脉取血、取出内脏后，

立即剥取踝关节，除去皮毛等结缔组织。迅速将踝

关节标本放于１０％的福尔马林溶液中固定４８ｈ后
用５％稀硝酸溶液进行除钙处理，更换除钙液，每日
２次。除钙时间直至针刺入标本后有若空感而停
止。除钙完成后，用蒸馏水冲洗标本上过剩的固定

液体，过夜。在室温条件下，按次序用梯度乙醇进行

脱水，至Ｃ８Ｈ１０透明后，经包埋处理后切片，置于预
处理过的载玻片上，恒温６０℃烤片１２ｈ，进行苏木
精伊红（ＨＥ）染色法染色，显微镜观察并分析。

血清中炎性反应递质ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０的检测
取血，静置０５ｈ后以转速为３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心
１０ｍｉｎ下进行血清分离。分离的血清于 －２０℃条
件下保存以备用。按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书上的操
作步骤操作，以血清内各炎性因子的浓度为横坐标

（Ｘ），以所测得的吸光度为纵坐标（Ｙ），绘制标准曲
线，进行测定。

１３　统计学方法　所有数据均采用 ＳＰＳＳ２００统
计软件进行统计学分析，计量资料用平均数 ±标准
差（珋ｘ±ｓ）表示，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。
２　结果
２１　各组大鼠的一般情况　实验发现，各组大鼠在
注射弗氏完全佐剂（ＦＣＡ）３ｈ后，大鼠左后足趾出现
明显的红、肿、热等反应，有明显的碰触躲避行为；在

４８ｈ内肿胀程度达到最大，足趾表面绷紧发亮，持续
７２ｈ后，肿胀开始消退；约造模８ｄ后，致炎侧足趾
再次出现肿胀；造模１３ｄ后，模型组大鼠出现鼻黏
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膜出血、耳部红斑、耳部及尾根部结节等典型的关节

外表现；当造模后１５ｄ时，非致炎侧（右后足趾）出现
继发性关节肿胀，病情呈进行性发展，受累踝关节出

现明显变形，严重者甚至不能活动，伴有毛发暗淡，精

神倦怠，饮食量减少，体重降低、脱毛等全身现象。

２２　大鼠足肿胀度的比较　从致炎后１５ｄ开始，
ＴＦＨＴ高剂量组与雷公藤多苷组开始起治疗效果；致
炎后２２ｄ起，与关节炎模型组比，ＴＦＨＴ高、中剂量
组显著抑制佐剂性关节炎大鼠的继发性足肿胀程

度，并可明显降低关节炎指数，差异均有统计学意义

（Ｐ＜００１～００５），其中以ＴＦＨＴ高剂量组和雷公藤
多苷组作用最为显著。大鼠继发性足趾肿胀度及致

炎后关节炎指数均随灌胃治疗的时间的延长而逐渐

下降，说明桑寄生总黄酮剂量与关节炎的治疗有一

定的相关性。见表１、表２。

表１　各组大鼠足肿胀度比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
大鼠继发性足趾肿胀度

０ｄ １５ｄ ２２ｄ ２９ｄ
正常对照组 １６１±０１６ ００４±０１８ ００７±０１４ ００７±０１６
关节炎模型组 １６１±０１６ ０６３±００４ ０８７±０５４ ０８３±０４２

ＴＦＨＴ高剂量组１６０±００３ ０５７±０３７△ ０６８±０４５△△ ０５４±０１２△△

中剂量组 １６０±００３ ０５８±０５４ ０７８±０７１△ ０７６±０４０△

低剂量组 １６０±００２ ０６０±０６２ ０８２±０１６ ０７７±０４８
雷公藤多苷组 １６０±００２ ０４８±００７△△ ０６３±０２８△△ ０４５±０７８△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与关节炎模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜

００１

表２　各组大鼠关节炎指数的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
致炎后关节炎指数

８ｄ １５ｄ ２２ｄ ２９ｄ
正常对照组 ０ ０ ０ ０
关节炎模型组 ４７０±０４８ ７８０±０６３ ７９０±０７４ ８００±０８２

ＴＦＨＴ高剂量组４９０±０８８ ７００±０１６△ ６００±０９４△△ ４８０±０７９△△

中剂量组 ４８０±０７９ ７４０±０１７△ ７００±０２５△ ７１０±０１９△

低剂量组 ４８０±０６３ ７６０±０９７ ７５０±００８ ７２０±０９２△

雷公藤多苷组 ４７０±０９５ ５３０±０４８△△ ５４０±０８４△△ ４７０±０６８△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与关节炎模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜

００１

２３　各组大鼠免疫器官系数的比较　与正常组比
较，关节炎模型组胸腺、脾脏系数显著提高，差异有

统计学意义（Ｐ＜００１）。与关节炎模型组比较，ＴＦ
ＨＴ高、中剂量组的胸腺、脾脏指数均有不同程度的
降低，差异有统计学意义（Ｐ＜００１～００５）。见
表３。
２４　各组大鼠血清中的 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１０的比较
　　与正常对照组比较，关节炎模型组大鼠血清中
的ＴＮＦα，ＩＬ６的含量明显升高，ＩＬ１０的含量下降
（Ｐ＜００１）。经给予 ＴＦＨＴ治疗后，大鼠血清中
ＴＮＦα，ＩＬ６的含量明显降低，ＩＬ１０的含量显著升
高。其中ＴＦＨＴ高、中剂量组的治疗效果尤佳（Ｐ＜

００１～００５）。见表４。

表３　各组大鼠免疫器官系数的比较（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 脾脏指数（ｍｇ／ｇ） 胸腺指数（ｍｇ／ｇ）

正常对照组 ２６４±０１６ １２７±０１７
关节炎模型组 ５２５±０３９ ３４２±０１７

ＴＦＨＴ高剂量组 ２９３±０１０△△ ２４５±０７３△△

中剂量组 ４９９±０２４△ ３１８±０２１△

低剂量组 ５０７±０２３ ３２８±０２１
雷公藤多苷组 ２６２±０１７△△ １９０±０３３△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与关节炎模型组比较，△Ｐ＜

００５，△△Ｐ＜００１

表４　各组大鼠血清中的３种炎性反应递质的比较
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ＴＮＦα（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ６（ｐｇ／ｍＬ） ＩＬ１０（ｐｇ／ｍＬ）

正常对照组 １８１４６±２６６４ １６２３４±１３５２ ７０７７±１１０５
关节炎模型组 ８２４３５±５５１５ ５９７００±２４４５ ４８４３±１５９７

ＴＦＨＴ高剂量组 ４６１９５±４８７５△△ ２９４３０±３２１７△△ １３８８４±１６８１△△

中剂量组 ７５５７４±９０９４△ ３３７０３±４６９３△ ９１５５±０９４０△△

低剂量组 ７６７３４±４５６１ ５５９４９±５６２５ ５８８０±１４３５
雷公藤多苷组 ４２２１３±７５８２△△ ５７７７０±２５３６△△ １４５６２±１８８６△△

　　注：与正常组比较，Ｐ＜００１，与关节炎模型组比较，△Ｐ＜００５，△△Ｐ＜

００１

２５　各组大鼠踝关节病理组织学的差异　在光镜
下观察各组大鼠踝关节，正常组大鼠踝关节腔结构

完好，由较薄的单层滑膜细胞组成，且无渗出物，无

软骨坏死及炎性细胞浸润。关节炎模型大鼠的滑膜

细胞由单层排列转变为多层排列，增生紊乱异常。

关节腔及周边组织有大量炎性细胞（淋巴细胞为

主）浸润，软骨结构不完整，断裂及破坏，伴有软骨细

胞肥大，数目减少，有血管翳生成等现象。ＴＦＨＴ高、
中剂量剂量组及雷公藤多苷组大鼠经治疗后踝关节

软骨破坏明显减轻，渗出物及血管翳生成减少或无。

这些征象表明 ＴＦＨＴ高、中剂量组有显著的逆转风
湿性关节破坏的作用。

３　讨论
３１　实验动物的选择　ＳＤ大鼠、ｗｉｓｔａｒ大鼠、Ｌｅｗｉｓ
大鼠常被用来建立佐剂型关节炎（ＡＡ）模型。有研
究报道了３种品系的大鼠在诱导关节炎模型上的差
异，ＳＤ大鼠和Ｗｉｓｔａｒ大鼠的患病率和病情进展程度
均显著高于Ｌｅｗｉｓ大鼠，ＳＤ大鼠在病情进展程度上
明显高于Ｗｉｓｔａｒ大鼠，各品系大鼠性别之间在患病
率及病情进展程度上无差别［６］。故本实验采用 ＳＤ
大鼠来建立ＡＡ模型。
３２　关节炎模型的选择与建立　美国细菌学家
ＪｕｌｅｓＴｈｏｍａｓＦｒｅｕｎｄ在上世纪５０年代中期，创建了
一种免疫性关节炎动物模型，即完全佐剂性关节炎

模型（ＡＡ）。结核分枝杆菌是一种６５ｋＤ分子量的
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热休克蛋白，与 ＡＡ关节软骨的自身抗原热休克蛋
白６０（ＨＳＰ６０）有着相似度极高的结构，它通过分子
结合和交叉反应激活来克隆状态Ⅱ型胶原基淋巴细
胞，引起自身免疫反应［７］。ＡＡ模型大鼠关节有多发
性局部红肿，炎性反应严重可导致关节畸形、活动障

碍。病理切片可观察到滑膜增生性病变，关节及关

节软骨因炎性细胞的浸润而遭到破坏和侵蚀［８］。

本实验过程中发现，各组大鼠在注射 ＦＣＡ３ｈ
后，大鼠左后足趾出现明显的红、肿、热等反应，有明

显的碰触躲避行为。在４８ｈ内肿胀程度达到最大，
足趾表面绷紧发亮；持续７２ｈ后，肿胀开始消退；约
造模８ｄ后，致炎侧足趾再次出现肿胀；造模 １３ｄ
后，模型组大鼠出现鼻黏膜出血、耳部红斑、耳部及

尾根部结节等典型的关节外表现；当造模后 １５ｄ
时，非致炎侧（右后足趾）出现继发性关节肿胀，病

情呈进行性发展；受累踝关节出现明显变形，严重者

甚至不能活动，伴有毛发暗淡，精神倦怠，饮食量减

少，体重降低、脱毛等全身现象。上述表现类似于人

类ＲＡ。
３３　阳性对照药物的选择　上世纪８０年代，中药
雷公藤及其制剂雷公藤多苷片以开始在我国广泛使

用，曾作为临床上治疗类风湿性关节炎（ＲＡ）、红斑
狼疮（ＳＬＥ）等免疫性疾病的一线用药，因其具有肾
毒性、生殖毒性等不良反应，被限制使用。雷公藤多

苷通过降低骨关节内各炎性因子的水平来抑制骨关

节的受到ＲＡ侵袭的程度［９］。另有研究表明，雷公

藤可以促进滑膜细胞的凋亡和调控 ＮＯ的产生的作
用［１０］。本实验预实验中，给予大鼠较大剂量（２０
ｍｇ／ｋｇ）雷公藤多苷混悬液灌胃后，大鼠对其耐受能
力较差，出现了吐药液等不良反应，故将雷公藤多苷

混悬液剂量调整到１０ｍｇ／ｋｇ，发现大鼠无明显不良
反应，足趾肿胀消散较快，全身症状有所改善。因

此，雷公藤多苷可以成为桑寄生总黄酮治疗 ＲＡ的
阳性对照药品，有助于抗炎及免疫药效的评价。

３４　关节炎模型药效指标
３４１　关节炎模型炎性因子指标　ＩＬ６为一种主
要的促炎递质，广泛存在于 ＲＡ患者的血清和滑液，
可与膜结合受体、可溶性受体结合，可致滑膜细胞增

生过度、促使血管翳生成和关节软骨破坏等［１１］。

ＴＮＦα均是由单核或巨噬细胞在病毒感染等作用下
合成和分泌的炎性反应递质，它的升高能破坏关节

软骨、诱发关节结构破坏、促进血管生成和滑膜凋

亡［１２］。ＩＬ１０可以阻止 ＬＩ１β和 ＴＮＦα的生成，可
拮抗ＲＡ病情的发展，起到抗炎和抑制免疫的作用。

通过抑制 ＴＮＦ的释放来促进免疫复合物的清除。
其降低能增加体内的 Ｍ１介导促炎细胞因子，导致
ＲＡ炎性反应的发生［１３］。本实验中，ＴＦＨＴ高、中剂
量组能够明显降低血清中 ＴＮＦα，ＩＬ６的含量及升
高ＩＬ１０的含量。表明桑寄生总黄酮具有显著的祛
风湿功效。

３４２　免疫器官系数对关节炎模型的意义　胸腺、
脾脏因含有大量的巨噬和淋巴细胞，均是机体进行

细胞免疫及体液免疫的核心器官。因此，在当机体

受到炎性反应、肿瘤等侵害时，脾脏、胸腺均会有反

应性的增生。胸腺及脾脏的质量变化可以反映某种

药物是否有调节及抑制免疫的作用，因此免疫器官

的相对重量的的变化是免疫评价的重要指标。大鼠

经注射ＦＣＡ免疫后，大鼠的胸腺和脾脏均有不同程
度的出现肿大。ＴＦＨＴ高、中剂量组均能明显的降低
大鼠的胸腺指数和脾脏指数。提示了桑寄生总黄酮

可调节免疫系统，阻止炎性反应的进展。

４　结论
本实验过程中发现，各组大鼠在注射 ＦＣＡ３ｈ

后，大鼠左后足趾出现明显的红、肿、热等反应，有明

显的碰触躲避行为。连续注射一段时间后模型组大

鼠出现鼻黏膜出血、耳部红斑、耳部及尾根部结节等

典型的关节外表现，且非致炎侧（右后足趾）出现继

发性关节肿胀，病情呈进行性发展，受累踝关节出现

明显变形，严重者甚至活动障碍，伴有毛发暗淡，精

神倦怠，饮食量减少，体重降低、脱毛等全身现象，类

似于人类ＲＡ，说明造模成功。致炎后２２ｄ起，与关
节炎模型组比较，ＴＦＨＴ高、中剂量组显著抑制着佐
剂性关节炎大鼠的继发性足肿胀程度，可明显降低

关节炎指数（ＡＩ）和免疫器官系数，大鼠血清中ＴＮＦ
α，ＩＬ６的含量明显降低，ＩＬ１０的含量显著升高。在
光镜下观察到大鼠经治疗后踝关节软骨破坏明显减

轻，渗出物及血管翳生成减少或无。关节炎模型大

鼠的病理表现均随灌胃治疗的时间的延长而出现好

转，说明桑寄生总黄酮剂量与关节炎的治疗有一定

的相关性。

综上所述，ＴＦＨＴ高、中剂量组可以改善佐剂关
节炎模型的关节肿胀、具有显著的祛风湿作用，其作

用机理与它可以降低 ＩＬ６、ＴＮＦα，升高 ＩＬ１０的含
量有关。
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